Original Article by 久根間,敏 & KUNEMA,SATOSHI
一390ー 千葉医学会雑誌 第 42巻
笹光法による血衆 11-Hydoroxy corticosteroid 
測定法に関する研究
千葉大学医学部第一内科学教室(主任三輪清三教授〉
久根間 敏 
SATOSHI KUNEMA 
(昭和 41年 12月15日受付〉
目 次
緒
4一 一 口 (1) 抽出試薬 
1.実験方法
1.試薬 
2.試料 
3.器具 
4. 蛍光測定装置 
5. 測定操作 
(1) 抽出および洗樵 
(2) 鐙光測定 
I.実験成績
1. 鐙光測定装置に関する検討(試料入れ
試験管の選択および検定〉 
2. 標準曲線に関する検討 
(1) 試料濃度と蛍光強度 
(2) 蛍光強度の時間的推移 
(3) 試薬盲鐙光 
3. 抽出に関する検討
緒 言
最近の内分泌学領域において副腎皮質機能に関す
る研究の発展はまさに割目に値するものであるが，
その基礎をなすものは Steroidhormone測定法の
画期的進歩である。生物学的測定法が操作煩雑のた
め従来臨床的にほとんど試みられて来なかったのに
反し，化学的測定法は内分泌学の進歩と歩をーにし
て発展し，つぎ、つぎと実用に供され今日 Steroid 
hormoneの分泌代謝動態研究に不可欠のものとな
っている。
従来副腎皮質機能を臨床的に検査するに当たって
は，主として Corticosteroidの尿中代謝産物，こ
とに G1ucocorticoid分泌の指標としては尿中 17-
Hydroxy corticosteroid (17-0HCS)の測定が一般
に行なわれ，著者もこれを指標として副腎皮質機能 
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量と血中 Corticoidlevelとは肝1〉，腎吋章害および
ある種の内分泌機能異常礼的においては両者が解離
を示すことが知られて来ており，また 1日の内でも
顕著な日内変動を示し ACTHなどに鋭敏に反応す
る副腎皮質機能の変動を dynamlcに捉えるため
に，最近血中 Corticoidlevelの測定が一層重要視
されて来た。
血中 Corticoidは NelsonとSamuels5)によって
Phenylhydrazine反応を利用した血中 17-0HCS測 
定法が発表されて始めて臨床的に測定可能となった
が，以来 Silberと Porter6)および Peterson7)らの
研究を経て簡略化され現在に至っている。しかし血
中Corticoidは尿中に比し温かに微量でありかっ試
料が血液であるため，その routine化における間 
題はーに微量定量に集約される。この点 Phenyl-
hydrazine反応による血中 1τ-OHCS測定は多くの
改良の余地はあるにしても試料量と感度の問題でー
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つの限界点があり，したがって高感度を利点とする
蛍光法による測定が最近次第に注目されて来たので
ある。 
Corticosteroidの盤光に関しては， 1936年早く
も Wintersteinerと Pfiffner8)は Cortisolおよび 
Corticosteroneが硫酸によって鐙光を発すること 
を発表した。 1954年にいたり Sweat9)，川は硫酸笹 
光による血中 Cortisolおよび Corticosteroneの分
離定量法を発表し，以来この方法による測定法が種
々報告されて来たが routine検査としては測定操作
が煩雑に過ぎ実施困難であった。 
1958年 Silberら1勺ま蛍光試薬で直接血撲組抽出 
物を再抽出する方法を発表し血中 11-Hydoroxy
corticosteroid (11-0HCS)の簡易測定法考案の端を
聞いた。以後 Zenker12)，Guillemin13)らにより改変
されて来たが，いずれも rat血援を用いて行なった
ためその測定は主として Corticosteroneを対象と
していた。しかるに 1960年 DeMoorら14)は Silber
法を改良し，より Cortisolに特異性の高い測定法
を考案，以後さらに検討を加え1凡 16)簡易法の人血撲
に対する適用に貢献した。しかしこれらの方法はい 
ずれも Corticoidを 11-0HCSとして測定している
ため， Cortisolと Corticosteroneを一緒に測定し
ていることとなる。その後 1961年 Vander Vies17) 
は測定操作の途中に比較的簡単な分配操作を加える
ことにより， Cortisolと Corticosteroneを分離定
量し得る簡易法を発表した。以来数多くの研究者が
蛍光法についての改良法あるいは新しい方法を発表 
して現在に至っている。
かくして血中 Corticoidの鐙光法による測定は，
盲蛍光に関連してその特異性に問題を残しながらも
非常に高感度の測定が出来るため検体の少量化を可
能とし，現今次第に広く一般の臨床に導入されるに
いたった。しかしながらその多くはなお高価な蛍光
測定装置と煩雑な試薬精製を必要としている。一方
Cortisolと Corticosteroneを分離するため分配操
作を取り入れた方法に関しては，なおその分離能に
問題が残り，また， Corticosterone分泌量も ACTH
dependentであることが知られている 18)，35)以上， 
routineとしての臨床検査ではしいてこれに固執す
る必要はないと思われる。かかる観点より，著者は
最も普及し繁用されていると思われる DeMoor法 
14)につき，その臨床応用上の容易化を目的として本
研究を行なった。 
I.実験方法
1.試薬 
(1) Petroleum ether 
(2) Dichloromethane (Methylene Chloride， 
CH2C12) 
(3) Ethanol 
以上すべて関東化学製の特級を精製することなく
そのまま用いた。
(4) 0.4 gmjdl NaOH (ほぼ Njl0に当たる。〉 
(5)硫酸(和光純薬製，精密分析用〉 
(6)笹光試薬: Ethanol 1 volに硫酸 3volを加
える。両試薬ともあらかじめ冷却し，混合は流水中 
にて冷却しながら行なう。 Ethanolが沸騰しではな
らない19)。調製した試薬は室温で安定であるといわ
，著者は使用のつど調製した。m〉，12れるが 
(7)標準液: Cortisol (free alcohol form)の 
10 mgjdl ethanol溶液を作り， 0，._40Cに保存， 3 
ヵ月ごとに新調。測定時にその 1mlを水にて 200 
mlとして使用した (1ml =0.5μg)。 
2.試料
血撲を用いた。 Heparin加注射筒にて採血， 20分
以内に遠沈分離しただちに冷蔵庫に入れ 0，._40Cに
保存， 4日以内に測定した。また肉眼的に溶血を識
別し得るものは除いた。
原則として血緊は 4mlを使用し，それ以下の量を
用いる場合には水で4mlとして使用した。
3. 器 具
(1)遠心沈澱管: 1検体につき 40m1容 3個， 25 
ml容 1個を必要とする。すべて肉厚としガラス共
栓を用いた。 
(2)吸上針附 20ml容注射器: 吸上針は長さ 8 
cm，径 lmmとした。
上記器具は，初め 1回のみクロム硫酸洗樵し後は
すべて中性洗剤にて洗撫したが，水洗は十分に行な 
う必要があり最後に蒸溜水を通した。 
(3)自動ピュレット: Petrol，ether，、水， CH2Cl2 
の注入に用いた。 
(4)分注器: 10ml容の，ものは最大 12mlまで吸 
上げ得るので，その連続使用装置をとりはずして鐙
光試薬採取に用いた。
4. 蛍光測定装置
 
FPL-2形 日立鐙光光度計
 
(1)光源部:東芝製超高圧水銀灯ぐSHL-I00 
UV)および鉄共振式定電圧装置。
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(2) Filter: 励起用(一次)436mμ，笹光選択用 を一個設けた。
(二次)530mμいずれも干渉フィノレターである。 標準1.5μgの一方に笹光試薬を加えると同時に秒
(3)受光部: 二次電子倍増管および増巾器。 時計を始動， 3分後より 1分間隔にて1.5→1.0→0.5 
(4)試料槽: 無蛍光ガラス製試験管。試験管が μgの順に同様に行なう。正確に 10分後に前記第 1
不揃いなため， I 1に述べるごとく検定する必要が の1.5μg標準の蛍光を測定，指示メーターを 100に
ある。 合わせ，ただちに補正用標準数個の蛍光を相互に補
使用条件は，電子倍増管感度 :3，増巾器感度 :0 正しつつ順次測定する。その一つにて指示メーター
とし，電源部おいび本体にスイッずを入れ， 30分以 を補正しながら 13分後よりつぎ、の標準を測定して
上放置してから測定を開始した。高感度の条件で使 行く。
用するため不可避的に指示メーターの動揺を来たす 検体の測定に当たっては上記操作を 1分間隔で行
ので補正用標準を設けた (15 (2)参照〉。 ない，その一組のための補正用標準にて指示メータ
5. 測定操作 ーを補正しながら各正確に 10分後に蛍光測定を行
(1) 抽出および洗樵 なう。
血紫 4mlを40ml容遠沈管に入れ， Petrol.ether 検体 4ml中のl1-'-OHCS量は標準曲線より求め 
12mlを加えて 1分間振還後， 4分間 2，000rpmに 得るので，これより計算により，ug/dlとし表わし
て遠沈。 Petrol.ether層を境界部の白膜と共に駒 た。
込ピペットで除法，血緊 3mlを他の 40ml容遠沈
管に移す。これに水 3mlを加え混和後， CH2Cl2 15 
1. 実験成績 
mlを管壁に治って静かに加える。手で 30回遠沈管 1. 蛍光測定装置に関する検討
を穏やかに転倒して抽出後， 8分間 3，000rpmにて (試料みれ試験管の選択および検定〉
遠沈，血緊層を分離除去して後，吸上針附注射器で 試料槽が試験管であるため，直径の不揃いおよび 
CH2Cl2層約 12mlを他の 25ml容遠沈管に移す。 断面のゆがみが問題となる。ことに断面のゆがみは 
0.4gm/dl NaOH 1 mlを加え軽く 15秒(約 30回〉 試験管の回転により指示メーターに動揺を生ずる
手で振還後， 5分間 3，000rpmにて遠沈， NaOH層 が，測定が高感度において行なわれるためその動揺
を除きフォールピペットにて CH2C12層 10mlを他 は著明となる。このため測定実施に先立ち試料入れ
の40ml容遠沈管に移す。 試験管の検定はぜひとも行なわねばならない。 15 
標準は前記 (11)標準液の 3，2，1 mlを水で 4 (2)に述べたごとき標準1.5μgを100に合わせた条 
mlとし(各1.5μg，1. 0μg，0.5μg)，上記全操作を 件では 2μg/dlFluorescein Na水溶液が 85附近を
全く同様に行なった。なお Reagent blankは実施 指す(図 2)ので，これを用いて下記のごとく試験
しない (III2参照〉。 管の選択および検定を行なった。 
(2) 蛍光測定 装置の試験管挿入口に入れてみて，きついもの・ 
CH2Cl2抽出液 10mlに鐙光試薬 12mlを分注器 ゆるすぎるものは除く。つぎに上記溶液を入れ一次
を用いて速やかに加え，ただちに手で 30秒間激し フィルター 436mμ，二次フィルター 530mμ を使用
く振塗後蛍光測定用試験管に移す。混合直後に白濁 して蛍光強度を測定，指示メーターを 85附近に合
するがすぐ透明となり，放置すれば判然と一面で 2 わせる。試験管を回転せしめて指針のふれの範囲を
層に分離するが，境界面がよく見えないので注意を 観察し，大多数に共通の読みを選ぶ。この共通の読
要する。上層の CH2Cl2層は除去する。試薬との混 みの附近で回転による指針動揺の著しいものは除い
合開始時より鐙光測定までの時間は厳密に 10分と た後，共通の読みを示す位置にて試験管挿入口の目
する。 印に一致した試験管壁に細く刻印する。かくして得
装置の指示メーターの動揺を補正し，ただ一組の た一組の試験管は再度測定して共通の読みより士 1
標準にて数多くの検体の測定を可能にするためつぎ、 以上隔つてはならない。指示メーター 20附近では
のごとく行なった。すべて duplicateに行なったの 回転による動揺はほとんど無視し得る程度である。
で標準は1.5μg，1.0μg，0.5μg各2個計6個を一組 なお回転による指針動揺の最も少ない試験管 1本を
とし，検体は 8個を一組とした。各一組に対し 2μg/ 選び検定中の電圧変動による指針のふれを補正す 
dl Fluorescein Na水溶液 12ml入りの補正用標準 る。
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実際の使用に当たっては，常に挿入口の印に試験 した数値は Reagentblank値を減じていない値で
管壁上の刻印を正しく合わせて測定を行なわねばな ある。〉
らない0・ ¥ 図2は同一測定条件で FlouresceinNa水溶液の 
2. 標準曲線に関する検討 鐙光強度を測定したものであるが，その 2.5μg/dlが 
(1) 試料濃度と笹光強度 Cortisol 1.5月に匹敵し，また 2.0月 /dlが指示メ
に直接蛍光試薬を加10.0μg，_1.10 Cortisol図 0 ーター 85附近を示すので前記補正用標準にはこれ
え 10分後に測定した蛍光強度と Cortisof量との関 を使用した。 Regressionlineは原点を通らず指示
係を見ると， 1.0;.，4.0μg間では直接関係があるが， メーターの読みで 15%附近を通っている。 
4.0μgを超えると Selfquenchingを生ずる。 Cor- (2) 蛍光強度の時間的推移 
tisol 0.2，_0.8μgに対して同様に試みたが測定値の 笹光試薬と混合後 5分にて全測定操作を経た標準
ぱらつきが大となった。 15の全操作を行なった標 (1.5μg，_Oμg=水〉の蛍光を測定，装置の条件を
準 (Cortisol: 1.5μg，1.0μg，0.5μg，Oμg=水〉は 一定としたまま 10分， 30分， 60分後に測定を繰り 
duplicate に行なった測定値聞の聞きも小さく，ほ 返えした結果を図 3に示した。経時的に蛍光が増強
ぼ正確に直線関係を示している。この Cortisol 1.5 するが，この場合標準1.5μgの鐙光強度を測定のつ 
μgを指示メーター 100に合わせる条件では， Re- ど100に合わせ直すと図 4に示すごとく時間と共に 
agent blankは25"，， 35%の聞を示した。(以下すべ Reagent blankが軽度に上昇する。
ての図において， Galvanometer readingとして示 (3) 試薬盲鐙光 
鐙光法においてはしばしば Reagent 
100 • tested directly blank値の除去が問題となるが，本法・carriedthrough 
the whole procedure ではその値が高く Cortisol標準1.5μg
80 を100に合わせた条件で、は平均 29.7士 
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2.7 (範囲 24.2-35.0)であった。しか
し DeMoorらの使用したドイツ 
Merk製 proanalysiの Dichloro-
methaneを用いても平均 30.5士3.，2
(範囲 26.5-34.2)を示し国産のものと
比べて差が認められない。 
3. 抽出に関する検討 
(1) 抽出試薬 
Dichloromethaneの代りに Aldoste-
rone定量用 Chloroform(第一化学
製〉の使用を試みたが， Blank値低下
には特に効果はなかった。 Chloroform
を使用した場合には鐙光試薬混合後の
遠沈は不可欠であり，また鐙光試薬層
の採取にも困難が伴う。なお Dichlo-
romethane抽出液に鐙光試薬を加え
た後遠沈を行なってもBlank値を低
下せしめ得なかった。 
(2) 抽出操作
にコ 同一血撲の 4mlおよび 3，2，1 ml 
を水で 4mlとしたものを 2組作り， 
図2. 
0.5 1.0 1.5 2.0 
Fluorescein Na flg/dl 
Fluorescein Na量と蛍光強度との関係 
2.5 
Dichloromethane抽出の際に一方はi
容器を穏やかに手で 30回転倒して行
ない (gentle inversion)，他方は振滋
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機を使用 3分間 100回/分にて振塗抽出 (vigorous 血紫量との関係を見たのが図 5である。 vigorous 
shaking)，おのおの標準は同様;こ操作して笹光を測 
定し各血撲量中の 11-0HCS量を求め，これと使用 
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図 3. 標準曲線の時間的推移(その 1) 
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shakingでは測定値が異常に高くかっ使用血紫量と
11-0HCS量との聞に直線関係がないので使用血援
量を異にすると測定値が一致しない。 gentleinver-
sionでは使用血祭量と1l-0HCS量との間に直線関
係が認められるので使用血媛量を異にしても近似の
測定値が得られる(なお図 6参照〉。 
4. 血紫よりの 11-0HCS実測値に関する検討 
(1) 二重測定における標準偏差 (S.D.) 
表 1。使用血緊量は 40μgjdl以下においては 4 
ml，これを超える場合には 2mlあるいは 1mlを使
用した。 
(2) 回収率
表 2Ao Cortisolを2.0.，30.0μgjdlの範囲で血撲
に加え，その 4mlを使用して回収率を検討した。 
duplicateに8例行ない，平均士 S.D.は93.3士13.4
%で、あった。
表 2Bo Cortisolを 25μgjdlの濃度に血援に加
え，その 4mlおよび 3，2，1 mlを水で 4mlとした
ものよりの回収率を見た。血撲の使用量を異にして
も回収率に著差は見られない。 
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図 4. 標準曲線の時間的推移(その 2) gentle inversionと vigorousshaking 
表1. 二重測定における標準偏差 
Plasma 11-0HCS concentration ，ugjdl 
0-4.9 5.0-9.9 10.0-19.9 20.0-39.9 40.0-79.。80.0-129.。 
Standard deviation 士0.8 十1.1 十1.4 十1.5 十2.6 +3.2 
Mean士Coe伍cient 3.0土25.8% 7.8士13.0% 12.8士10.3% 27.7士5.4% 56.0土5.0% 107.6土2.9% of variation 
Degrees of freedom 15 16 14 13 13 7 
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表2. 回収率 
A. 血援 4mlを使用した場合 
Amounts of cortisol added (μg/dl) 
2 4 6 10 15 20 25 30 
% recovery 100.0 81.3 87.5 97.5 103.4 86.3 102.0 88.8 
Mean士 S.D. (duplicate determination) Range Degrees of freedom 
93.3士13.4% 75.0-112.5% 7 
B. 血接使用量を変えた場合 
Volume of plasma used (ml) 
4 3 2 
% recovery r102.0 91.6 96.8 
~ 
Range l99.0 I 84.8 I 91.2 
(Amount added: 25μg/dl) 
(3) 非特異性蛍光 
Moncloaの方法3川こ従って検討した。図 6は 
Sample 2例 (Plasma1および Plasma2)を用い，
使用血柴量を異にした場合の使用量と 11-0HCS値
との関係を見たものである。 I 3 (2)に述べたごと 10 
く直線関係をなすがいずれも原点の上方で縦軸を横
切っている。
上記において使用量4ml以下の場合にはすべて
水で 4mlとして測定操作をしている。 したがって
縦軸と交叉して得られる数値は血疑使用量Oの時の
値，すなわち血紫 4ml中の非特異性蛍光の値と見
なし得る。図 7は血探使用量 4ml対 2mlおよび 2 
ml対 1mlの場合，前述のごとき方法にて得られた
非特異性笹光の範晶を示したものである。縦軸は計
算により得られた濃度 (μg/dl)で表わしてある。
図のごとく非特異性蛍光の値は 11-0HCS濃度に 
/ 4/ 
図7. 血紫非特異性賛光値の範囲 
関係なくー0.12，.3.6μg/dlの範囲に分布しており，
1.0 
平均1.8μg/dlであった。ここで負の値をとるもの
bl) が少数例あるが，この実験が 4付 2mlまたは 2付 1司、 
mlの2点のみをとって行なわれたため測定値の誤
c/) 
に」
出 差が大きく現われたことによると思われる。。
 
ム0.5 (4) lncubation time 
rl 
図8は血緊抽出物を蛍光試薬にて抽出後，同様に
扱った標準と共に室温に放置し，経時的に鐙光を測
定して算出した 11-0HCS値と放置時間(Incuba-
tion time)との関係を見たものである。蛍光試薬と
混合後 10分における測定値を 100として， 5分， 30 
分， 60分後における値をそれぞれ%で示した。
血繋抽出物の蛍光強度は標準のそれを凌駕して経
2 
Plasma volume (ml) 
234 6 
Plasma volume (ml) 
図6. 使用血柴量と 11-0HCS測定値との関係 
(according to Moncloa) 
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図 8. 血撲 11-0HCS測定値に及ぼす 
  
lncubation timeの影響 
  
，ハ 
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-:--D--a palIcnt wilh 
Cushing's syndromc Hours of infusion 
時間点滴静注時にU. 6I.ACTH 25 10.図-asuhject aftel -・ 30 
adminislration of 
dc日Imcthasonc おける血紫 11-0HCS値の変動
一 句 ¥ 史 ∞  
o 5' 10' 30 60' 
UZ0
・口
国呂田吋一向 
時に各採血して得られたー11-0HCSの値を示す。は
ハUつ'
一・麹>--.-ー 』←一_...--.-←一-.ー -ーーーー司.--・-
じめの 3回の採血は食前になるようにした。 De-
xamethasone投与中のもの(破線〉では低い値を
とりながら日内変動は逆転している。 
ACTH試験: 
ACTH[第一J(Organon製)25 I.U.を5%ブド
ウ糖液 500mlに溶解し 6時間かけて点滴静注，注
射前および注射後 2，4，6時間に採血し 11-0HCSを
10 
~ 12 17 目 23 
Time (Clock hours ) 
図 9. 血柴 11-0HCSlevelの日内変動 
測定した山。前記対象の一部(実線〉および長期 
Dexamethasone投与後の患者ぐ点線〉に行なった
場合，時間と 11-0HCS値との関係を見ると図 10
時的に増加し，ことに 10分後より 30分後にかけて に示すごとくである。
著しい増加を示す。 Cortisol消失曲線: 
(5) 正常値， 日内変動， ACTHおよび Cortisol Cortisol succinate (Solu-Cortef，Upjohn)を5
投与後の血疑 11-0HCSの変動 %ブドウ糖液に加え， Cortisolにて体重 1kg当た
正常値: り1mgの量を約30分かけて点滴静注し22)，静注開
対象としたものは健康な成人および千葉大学医学 始前および開始後 30分， 1，2，3，4，5時間に採血し
部第一内科入院患者中の内分泌疾患・肝疾患を持た 11-0HCSを測定した。片対数方眼紙上で時間と
ないものであるが，後者の中，主たるものは腎機能 11-0HCS値との関係を見ると，図 11に示すごとく
正常で血清蛋白異常のない慢牲腎炎患者である。入 2時間値以後の値は直線上に並ぶのでこれより半減
院後数日のものは除いた。絶食せしめて午前8.00"" 期を求めることができる。図において白丸は腎機能 
8.30聞に採血した血援の 11-0HCS値は 13.4士2.7 正常，黒丸は腎機能高度障害なる例に行なった結果 
μg/dl (N = 30)であり，男子 14.2士2.9，女子 12.7 を示したものであるが，両者とも採血終了まで絶食
士2.6と推計学的には性別による有意差はない。 せしめた。
日内変動:

図9。 実線は上記対象の一部より， 8，12，17，23 
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120 色・ の赤血球中への移動の可能性が指摘されており 24に
血紫を使用した方がよいとする諸家の報告がほとん100 
80 
、 
ハU
ハU 
POAAτ 
V. 
血であればその影響は著しくなく，高度の溶血の場
、 どである。溶血に関しては，通常経験する軽度の溶
一 事 耐 え ∞  合にはやや高い値が多くなるといわれるので、m，明
U図 。 ，  
瞭な溶血のある場合には除外するのが望ましいと思
われる。 
(3う器具
HH
20 
lmg/kg Cortisol I.
国呂田市【仏 
2 4 5 
Hours 
図 11. Cortisol1 mgjkg 30分間点滴静注後
における血柴 11-0HCS値の変動 
111. 総括ならびに考案 
1. 測定方法に関して 
(1) 試薬
試薬の純度に関しては，主として抽出試薬 (Dich・
loromethane) が Reagent blank除去の点より
問題とされ，その精製の必要が幾多主張されてきた
13) ，17) ，20) ，23) ，24) ，27)。酸アルカリおよび鐙光試薬による
洗糠などが報告されているがいずれも煩演なのでこ
れを避け，比較的簡単な Si1icagel columnによる
精製7)を試みたが無効であった。 そのため全く精製
を行なうことなく測定することを試みた。 DeMoor 
14)，Ruddl9)らはBlankの値を Cortisol0.2.....0.25 
μgによる蛍光の 20%程度までは許容しているが，
国産の特級あるいはドイツ Merk製 proanalysiの
Dichloromethaneを使用しでも，指示メーター上
Cortisol 1.5μgを100とした時 Blank値は 25.....35
%と遥かに高い。しかしこのまま測定を行なって
も，得られた測定値は後述のごとく臨床応用には十 
分であることが明らかとなった。
なお鐙光試薬に関しては，調製時褐色を帯びる場
合のあることを指摘しこの際には Ethanolの精製
が必要で、あるとするものもあるが2ベ著者は国産品
を使用していて全く経験していない。
(2) 試 料e
試料として血清を用いるものもあるが23〉，血液凝
固に際して，また全血のままの放置の聞に Cortisol
器具の洗糠に関してはこれを厳にせねばならぬと
するものが多く 20)，25)，事実洗糠の不十分は測定値に
動揺をきたす26)といわれている。著者は初回のみク
ロム硫酸洗糠，以後は毎回中性洗剤を使用したが特
に測定値の動揺が著しくなることは認められなかっ
た。
容器として，有機溶媒に対してはピュレットの使
用がすでに行なわれているが12)，m，いずれにせよこ
れを口で吸うのは好ましくないので，著者は迅速化
を兼ねて自動ピュレットを使用した。鐙光試薬に対
しでも Autopipetteがやはりすでに使用されてお
り12九著者は分注器を利用したが速やかに試薬を注
入し得るので混合開始時刻を正確にし Incubation 
timeを一定にする上で有用であった。 
(4) 蛍光測定装置 
本法において使用せる装置には定電圧装置および
試料槽に不備な点があり，特に後者に欠点、が著じい 
が，多少とも煩演な検定に耐えれば安価に入手し得
る利点もある。超高圧水銀灯の輝度は通常は鉄共振
式の定電圧装置で安定であるが，本法のごとく受光
部の感度が高いと指示メーターのふらつきとなって
現われる 28)。また電子倍増管が使用されており高感 
度に調節し得る利点もあるが電圧の変動によりその 
増巾度は著しく変化する。このため補正用標準の設
置は不可欠のものであり， Fluorescein Naをこれ 
に使用した。紫外線照射による鐙光強度の変化の可 
能性もあるが，これを定量的に測定するのが不能で、
あったのでその影響を少なくするため 8検体につき
1個設けた。なお零点の変動は比較的小であった。
蛍光測定の最適条件は励起光波長 470mμ，鐙光選
択波長 530mμでありへ最近の報告はほとんどこれ
に統一されてきている。本装置では光源に水銀灯を
使用するため 470mμ の波長の励起光を得るのは不
可能であり， Ma ttingly20)その他的，13)と同様 436mμ 
の輝線を利用したが，測定に必要とされる十分な鐙
光強度が得られている。 Emissionlightの選択には
透過波長巾の狭い干渉フィルターを使用しており不
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純質光の物理的分離に有利である加。 
(5) 測定操作

抽出および洗糠:
 
Petrol.etherll)，17)，30)または Isooctane13)，23)がし 
ばしば Prewashに用いられている。その必要を主
張するものもあるが25〉，不要1のあるいはかえって含
有不純物のために盲蛍光を高めるとするものものも
る2ヘ著者も Petrol.ether洗糠の省略を試みたが 
これにより約 3%低い測定値を得た。しかし Ne-
phrotic syndromeにおけるごとく Cholestero114)
以外にもなお脂質を多量に含む血撲を扱う場合が多
く，これを考慮して Petrol.ether洗糠は維持する
こととL-~こ。
抽出試薬としては Dichloromethaneを用いるも
のが多いが11)，14川凡19)，20)，25)，30)，Chloroformを用い
ているものもある 12)，13)，23)，27)0 Chloroformには精 
製された市販品 (Aldosterone定量用，第一化学) 
があるので用いてみたが Reagentblank値の低下
には効なく，また鐙光試薬への抽出の際 Emulsion
を生ずるため遠沈を必要とするので，この点 Chlo-
roformの使用は不利である。 
諸報告中，抽出操作についてはただ単に shakeせ
Dichloromethane抽出液量との比は方法により著
しく異なっている (1:101仏 25)，1:512)，13)，19)，10:9 
17)。最近佐々木ら29)はこれを検討し，蛍光試薬 1 
vol.に対し Dichloromethane抽出液が 4vol.以上
になると回収率が著明に低下すると述べている。著
者の方法ではこの比は 12:10であり，回収の点では
有利である。蛍光試薬層を clearerとするため振還
(りに述べ:3I25¥後に遠沈を行なうものもあるが
たごとく Reagentblank 低下に特に効果はい。 
つぎに鐙光試薬を加えてより蛍光測定までの時間
であるが，原法のごとく 5分として行なってはわず
か2検体しか測定し得ない20)。著者は後述の理由に
よりこれを 10分とじたので 1回に 8検体の測定が
でき，かつ各検体 1組に対し補正用標準 1個を設け.
たので毎目標準を同時施行する20)手間を省き，ただ
1組の標準にて多数の検体の測定を可能とした。
2. 標準曲線に関して
試料濃度と蛍光強度が直線関係をなすのが鐙光法
による測定の基礎的条件であるが， Cortisol量 4.0
μg以下でこの条件は満足される。標準1.5μg，1. 0 
μg，.0.5μgは全測定操作を経て後その量と蛍光強度
がよく直線関係をなし，二重測定を行なった場合そ
よという記載のものと 1川丸山m ，穏やかに容器をぬの再現性も高い。
転倒して行なうと記載しであるものとがある14λ19)， 
30)。後者では主として Emulsionの発生を避ける 
117)，30)とあるのみで根拠が不明であり，この点に札 
関する検討の必要を感じた。 Mechanicalshaking 
を推すものもあり25〉，確かに激しい振還を行なって
も遠沈を十分行なえば肉眼的には透明な抽出液層を 
見出す。 しかし結果は I 3 (2)に述べたごとく，
Vigorous shakingでは不明の理由により使用血葉
量が異なると測定値が全く一致しなくなるので
gent1e inversionによる方法を取らねばならない。 
Dichloromethane抽出液の NaOH洗礁は Mat-
tingly20)のみがこれを省略している。確かに NaOH
洗礁を行なっても Estrogenを効果的には除去し得 
ず2ペまた Estradiolは妊娠中でさえ血中に有意な 
量は見出されない2のことから Estrogen除去のため
に行なうのは意義が少ない。しかし黄痘のある場合
lこは必要で、あり，これを省くとある程度の Quench-
ingを生ずる2めといわれる。著者は黄痘の血撲でな
くともしばしば NaOH層が黄色を帯びるのを見て
おり，この洗糠過程は不可欠のものと考えている。
蛍光測定:
まず鐙光試薬による抽出であるが，蛍光試薬量と
血疑抽出物の蛍光を測定するに当たっては， Cor-
tisol以外にも蛍光を発するものがありまた血撲の
真の Blankと Reagentblankは異なるものであ
ることを考慮すると Reagentblankは設けても余
り意味がない均と思われるのでこれを省いた。標準
を2μgおよび Reagentblankの2点のみで行なう
ごとき方法制は適切でなく， Reagent blank以外の 
少なくとも 3段階が必要である25)。
抽出試薬を精製しないため Blankは高く出るが， 
Fluorescein Naの蛍光を同一条件下で測定しでも 
Blankは約 15%を示すので，一試薬精製のみによっ
ては Blankを低下せしめ得ないと思われる。 
3. 血紫よりの 11-0HCS実測値に関して
De Moorの報告した正常値に対しては高過ぎる
と批判するものが多く，その特異性が論議の的とな
り，後に DeMoorは殺検者が Hospitalizationに 
よる Stress状態にあったためであろうと弁明して 
いるが16りいずれにしても Silber11)，De Moor14)の
示した 20μg/dl以上の値は高過ぎると思われる。
著者は， Mattingly (14.2μg/dl) 20) ， Vermeulen 
(14.6μg/dl)32)，および Braunsberg (11.2μg/dl) 25) 
らの得た成績に近い 13.4士2.7μg/dlという正常値
第 5号 久根間: 鐙光法による血紫 11-Hydroxycorticosteroid測定法に関する研究 -399-
を得た。
つぎに Borth33)，Brown34)らの主張に従い，得ら 
れた測定値の信頼性 (Reliability)に関する検討を
行なった。なお蛍光法による測定では時に予想外の
結果を得ることがあるので duplicateに測定するこ 
とが望ましい25)
(1) 精密度 
Duplicate determinationにおける標準偏差を
De Moorの成績14)と比較すると， 10""， 39.9μgjdlの
範囲では Eppendorffiuorimeterを使用して得た
成績にほぼ匹敵する。 40μgjdl以上では標準偏差が
やや大であるが，これは測定した試料の濃度が De
Moorの報告に比し高いためと思われる。 10μgjdl 
以下は 2段階ば分けて考察したが， 0，.4.9μgjdlの
範週では変異係数は大となる。本来蛍光定量におい
てはBlankに近い所で検体を測定すべきでなく，
この場合にはさらに低濃度の標準を使用すべきなの
であるカ;;28う本法においてはより低濃度の標準の使
用は適切ではないので，低濃度の検体の測定に当た 
つでもなお精密度の確保を望む場合には使用血疑量 
を増加せしめて行なわねばならない (4ril以上を使 
用〉。
(2) 感度 
定性的には 0と区別して測定し得る最小値のこと 
であり ts/〆Eにて与えられる。ここに tは Stud-
entの t，sは標準偏差， nは重複測定の回数であ
る。低濃度においては当然 Blankの標準偏差を考
慮すべきであるが，血撲の真の Blankの値は求め
るに困難でありまた実際問題として測定上の変動は 
Steroidの有無に無関係な測定操作上の手技に起因
するものが多いことを考えると上記の式を採用する
のが妥当と思われる問。 0""，4.9μgjdlの範囲では s
ニ 0.8であるから duplicatedeterm.では1.7μgj 
dlが， single determ.では 2.4μgjdlが，それぞ
れ Oと区別して測定され得る最小値であるが (Pく
0.05)，この濃度での誤差は 100%である。
定量的には maximun% errorで示される。 5.0 
....39.9μgjdlの範囲の標準偏差の幾何平均を求め，
誤差を 20%以下と指定すれば， duplicate detem. 
では 13μgjdlが， single determ.，では 18μgjdlが
それぞれ指定された正確さで測定され得る最低濃度
である (Pく0.95)。 
(3) 正確度 
は79.6%と報告している。日uorimetricな方法で，
100%以上の回収率を示すものはその特異性に疑問
が持たれるものであり，著者の得た 93%の回収率
は実際上妥当な範囲にあると思われる。
(4) 特異性
血摂 11-0HCSlevelの日内変動・ ACTH試験・ 
Cortisol消失曲線などの成績は，本測定法が比較的 
忠実に血中 Cortisolの変動を追跡し得ることを示 
している。
蛍光法による測定において早くから指摘されてい
た非特異性蛍光に関しては， Dexamethasone投与
中の 3例において日内変動中の最高値はそれぞれ 
2.5，3.5，2.0μgjdlであり，また Moncloa31)にした
がって得た成績で、は最高 3.6μgjdlと諸報告に比し
許容さるべき範囲内にあると思われる。なお Mon-
cloaの方法では，使用血捜量が異なる場合の回収
率の変動が問題とされたがm，検討の結果回収率に
は著差を認めなかった。
蛍光試薬を加えてより盤光測定までの時間(In-
cubation time)は諸家により全く区々である。
Vermeulenら32)の行なった蛍光発現の経時的観察
によれば， Cortisolの鐙光は比較的速やかに発現し r 
10分にてその強度は Plateauに達するに対し，
Corticosteroneのそれはより緩やかで 30分を経て
Plateauに達する。図 9におけるごとく，血媛拙出 
物の鐙光は 10分を過ぎて後 30分に至るまで比較的
急激に増加するが，これは非 Cortisol性物質によ
る鐙光の増加であり Corticosteroneもその一因を
なすと思われる。 DeMoorらは非 Cortisol性盤光
を除去するため Incubationtimeを厳密に 5分と
することを主張しているが，しかしこの鐙光の 20%
は非 Cortisol性であり 32りかっ Incubationtime 
2分における蛍光は全く非 Cortisol性物質のみに 
よる 30)との報告を考慮すると採用すべきでないと考
えられる。 Cortisolの賛光が最大強度に達し， Cor-
ticosteroneのそれがまだ十分に発現しない 10分後
の測定が， Corticosteroneおよび持続的に蛍光を増
加せしめる干渉物質30)の影響を可及的に除去し得る
点、で、有利で、ある。
結 論 
De Moor法による血中 11-0HCS測定は，操作
および信頼性いずれにも他法に比し良好な条件を備
〉，あるいはそれに近い32〉，16〉，11以上100%回収率 えていると思われるので，この方法を検討して 2，3 
値20)，25) ，30)を報告しているものが多いが， Ruddら19) の改変を施し routineの臨床検査のためには有用な
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方法であることを認めた。
血疑 4mlを使用，鐙光試薬混合後より鐙光測定ま
での時間を 10分として信頼性の改良を図った。 な
お Dichloromethane抽出は穏やかに行なわねばな
らぬことを明らかにした。
人手容易な国産の装置を用い，試薬は市販品を用
いて煩雑な精製を省いた。補正用標準にて装置の精
度を管理しかっ多数検体の同時測定を可能にした。 P
数回の実習で 1日に 30検体以上を独力にて測定可
能である。
試薬精製を略したため試薬盲鐙光は高く，また蛍
光測定は励起光 436mμ で行なったが，臨床応用上
は妥当と思われる信頼性を確認した。すなわち精密
度はよく原法に匹敵し，感度は二重測定にては1.7 
μg/dlを0と区別し得，回収率平均 93%，非特異性
蛍光は Dexamethasone投与例で 3.5μg/dl以下p 
Moncloa法で 3.6μg/dl以下で、あった。日内変動お
よび ACTH・Cortisol投与後の血疑 11-0HCS測定
結果から見て，本法による測定値は比較的忠実に血 
中 Corticoidlevelを反映していると思われる。 
以上著者の方法は十分実用性に富む上に，なお 
Borth，Brownらの Criteriaに照らしで満足すべ 
き信頼性を得ているので， routineの臨床検査には 
適当な方法と考えられる。 
本論文の要旨は第14回日本内分担、学会東部部
会総会において発表した。
稿を終わるに臨み，C_"指導と校聞を賜わった
恩師三輪清三教授に深謝するとともに，終始C
指導をいただいた東条静夫講師，成田光陽博士，
ならびにと協力下さった第 5研究室各位に感謝
の意を表します。
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